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Understanding  interactions  between  nanoparticles  and  model  membranes  is  relevant  to 
functional nano‐composites and the fundamentals of nanotoxicity. In this study, the effect of 
polyamidoamine  (PAMAM)  dendrimers  as  model  nanoparticles  (NP)  on  the  mesophase 
behaviour  of  1‐palmitoyl‐2‐oleoyl‐sn‐glycero‐3‐phosphoethanolamine  (POPE)  has  been 
investigated  using  high‐pressure  small‐angle  X‐ray  scattering  (HP‐SAXS).  The  pressure‐




exhibited  the  Lβ,  Lα  and HII phases.  Complete  analysis  of  the phase diagrams,  including  the 
relative area pervaded by different phases, phase transition temperatures (Tt) and pressures 
(pt),  the  lattice parameters (d‐spacing), the pressure‐dependence of d‐spacing (d/p), and 
the  structural  ordering  in  the mesophase  as  gauged  by  the  Scherrer  coherence  length  (L) 













3],  medical  imaging[4‐6],  drug  delivery[7‐10]  and  as  antimicrobial  agents[11‐13].  The 
mechanism of their cellular uptake[14, 15] and intracellular fate[16] has been shown to vary 
considerably  with  their  generation  (i.e.  size),  functionalisation,  and  concentration[17]. 
However, the exact roles of these parameters in PAMAM cellular entrance remain unclear. This 
is  due,  in  part,  to  the  variety  and  complexity  of  cellular membranes  consisting  of multiple 
species of lipids, proteins, carbohydrates and sterols[18].  
Model  membranes  such  as  lipid  monolayers[19‐21],  bilayers[22‐25],  multilayers  and 
liposomes[26‐28]  have  been  developed  to  create  simplified  structural  analogues[29,  30]. 
These  models  have  been  used  to  explore  interactions  between  lipid  molecules  and 





membrane  models  have  allowed  for  qualitative  and  quantitative  comparisons  of  PAMAM 
dendrimer physicochemical properties on interactions with cell membranes[30].  






















mesophase  structures. Ratios of  the Bragg peak positions  located  in  the plots of  scattering 
intensity, vs. momentum transfer, 𝑄, where 𝑄  4𝜋 𝑠𝑖𝑛𝜃/𝜆  (with 2𝜃the scattering angle 






broadening  of  the  Bragg  peaks.  The  larger  the  coherence  length  and  smaller  d‐spacing 
fluctuations  (i.e.  the  smaller  the  paracrystalline  disorder),  the  more  ordered  the 












HII/Lα  transition  in  the  DOPE  pressure‐temperature  (𝑝 𝑇)  phase  diagrams  to  lower 
temperatures,  whereas  14  nm  hydrophilic  NPs  stabilised  the  Lα  region.  Beddoes  et  al.[36] 
further  studied  the effect of 10 nm silica NPs on monoolein phase  transitions.   At high NP 
concentrations,  the  cubic  gyroid  (QIIG)  phase  was  supressed,  postulated  to  be  due  to 
aggregated  NPs  at  the  mesophase  domain  boundaries  hindering  the  transition  to  the 
mesophases with high‐curvature. However, at low concentrations, the NPs encouraged the QIIG 
phase,  highlighting  the  complex  interactions  between  NPs  and  model  membranes.  
Aggregation  of  silica  NPs  at  lamellar  liquid  crystal  phase  boundaries was  also  observed  by 
Marlow et al. [58] resulting in an increase in stiffness and a reduction in domain size. 
Recently Mendozza et al. [59] found that hydrophobic NPs (3‐3.6 nm) were encapsulated in 

















scanning  calorimetry  (DSC)  and  SAXS  .  We  investigated  the  effect  of  dendrimer  size  and 
concentration on the POPE HII‐Lα and Lα‐Lβ phase transitions by altering both temperature (in 





mg/ml)  was  purchased  from  Avanti  Polar  Lipids  (Alabama,  USA)  and  used  as  received. 
Generation  2  (G2)  and  4  (G4)  polyamidoamine  (PAMAM)  dendrimers  with  primary  amine 















HP‐SAXS  measurements  were  performed  at  I22  beamline  at  the  Diamond  Light  Source 
(Oxfordshire, UK) using a high‐pressure cell.[62] An X‐ray beam of size 180 x 100 m with an 
energy  of  18  keV  (corresponding  wavelength   =  0.689  Å),  and  a  Pilatus  P3‐2M  detector 
(Dectris, Baden‐Daetwill, Switzerland) was placed at a distance of 5.76 m from the sample. The 
detector was calibrated with silver behenate, and the collected 2D scattering patterns were 
integrated  to  produce  the  1D  intensity  vs.  Q  plots.  Here,  the  momentum  transfer   𝑄 
 4𝜋 𝑠𝑖𝑛𝜃/𝜆, with 2𝜃 the scattering angle. The sample was contained in a polycarbonate capillary 
(2.08 ± 0.01 mm outer diameter, 0.10 ± 0.03 mm wall thickness, ~ 20 mm length) from Spectrum 



























has not been previously  reported. All  the data points at  specific pressure and  temperature 
values where the SAXS measurements were taken are shown in Section S3; Fig. S1 in SM. In 



































At ambient pressure,  increasing temperature T  initially  led to the transition to the Lα phase 
from the mixed Lα/ Lβ phase, evident from a significant loss in the Lβ peak intensity;  at T = 65 




































depended upon  the dendrimer  generation/size  (G2  and G4)  as well  as  the dendrimer‐lipid 
number ratio, . Qualitatively, this manifested itself in the emergence of new mixed‐lamellar 
phases and differences in the area occupied by different phase regions (cf. Section S4, SM).  
























With  further  increase  of    to  0.02  (POPE‐G2(0.02)  and  POPE‐G4(0.02);  Figure  3c  and  f, 
respectively), the pure POPE Lβ phase was eradicated and replaced entirely by the swollen Lβ‐
den  phase. However,  the  Lα  and  Lα‐den  phases  still  coexisted  in  a  large  portion of  the  phase 
diagram for the POPE‐G2(0.02) sample. We note that this suppression or lack of a lamellar‐to‐
hexagonal phase  transition  in POPE bilayers  treated with G4 PAMAM (particularly  in POPE‐
G4(0.02)) is consistent with a previous study which showed stable intercalation of G5 PAMAM 
dendrimers  in  cell membranes  [64].  In  summary,  for  dendrimer  concentrations  above   = 

































phase  which  also  remained  stable  to  higher  pressures  compared  to  POPE‐G2(0.002).  For 
instance,  at  70  °C,  the  1st  Bragg  peak  associated  with  the  spacing  of  the  HII  phase  was 
observable until p = 1400 bar. However higher order Bragg peaks (√3, 2 etc.) diminished with 





























































depending  upon  the  penetration  or  interaction  between  the  dendrimers  and  the  bilayers, 
either  the  Lα  or  HII  phase  may  be  favoured  energetically.  Hickel  et  al.  [60]  showed  that 
antimicrobial peptide Gramicidin S (GS, length  22 Å, positively charged) induced a cubic phase 
and  decreased  the  lamellar/nonlamellar  transition  temperature  by  ~2°C,  whilst  another 
peptide Melittin (Mel; length 35 Å; positively charged) stabilized the lamellar phase, preventing 
the  formation  of  an  inverted  hexagonal  phase. Mel was  presumed  to  ‘fill  the  gaps’  in  the 
headgroup region, reducing the magnitude of the negative spontaneous curvature; whilst GS 




resulting  in  repulsion between bilayers due  to  its  net  charge.  The dendrimers  in  the  intra‐
lamellar  water  channels  could  also  be  partially  embedded  in  the  membrane,  resulting  in 
repulsion between the bilayers and contributing to the large swollen bilayer d‐spacing. Since 





approach  at  high  dendrimer  concentrations,  suppressing  the  extent  of  lipid  mixing  as 
compared to intermediate concentrations of dendrimers. Berenyi et al.[67] studied the effect 





spacing was also attributed  to  the dendrimers embedding  in  the water  shells between  the 
bilayers  or  the  electrostatic  repulsion  between  the  dendrimer  embedded  in  the  bilayer.  A 
larger bilayer spacing was observed at 46 °C,  indicating a shape change of dendrimer when 
interacting with the gel or fluid phase (consistent with our observation; cf. Section S5, SM) 






Lβ‐den  phase  at  25  °C.  ∆𝑑/∆𝑝   was  smaller  for  both  Lα‐den  and  Lβ‐den  phases  for  samples 
containing  G2  and  G4  PAMAM  (v  =  0.02)  compared  to  the  ‘pure’  Lα  and  Lβ  POPE  phases.  




Figure 5.  Comparison of  the  lattice parameter a  or d‐spacing  for  lamellar phases  Lα  (green 
squares), Lα‐den (green stars), Lβ‐den (red stars) and HII  (purple triangles) phases for (a) POPE‐
G2(0.02) and (b) POPE‐G4(0.02) as a function of pressure. Lines between the data points are a 








Applying  pressure  reduces  the  lipid molecular  volume,  constraining  the  hydrocarbon  chain 
motion  and  increasing  chain  ordering  which  leads  to  an  increase  in  the  d‐spacing  for  the 
lamellar phase, as well as a decrease in the magnitude of the negative spontaneous curvature. 
This  is opposite to the effect of  temperature [69].   The d‐spacing value of swollen  lamellae 
incorporates the contribution from the dendrimers, and thus the  ∆𝑑/∆𝑝  values would also 
account for any pressure‐induced dendrimer deformation. The reduction in the  ∆𝑑/∆𝑝 °  
value  for  the  Lβ‐den  phase  compared  to  the  Lβ  phase  of  pure  POPE  (~8%  POPE)  was  most 
pronounced. This could indicate that the dendrimers in contact with the gel Lβ phase are most 
resistant to deformations. Since we postulate dendrimers in contact with the Lβ phase did not 





increased  initially  with  pressure,  and  then  decreased  upon  transition  to  Lβ‐den  for  all 
temperatures,  resulting  in  a  negative  value  of  ∆𝑑/∆𝑝   (for  p  =  1400  to  2400  bar, 





Due  to  the  sudden  increase  in  d‐spacing  with  pressure,  it  is  difficult  to  assign  the  peaks 
unambiguously to either Lα‐den or Lb‐den, and this region is therefore termed the transition region 
(blue  triangle  points).  This  extra  transition  region with  sharply  increasing d‐spacing  (in  the 







The  ∆𝑑/∆𝑝 °   values  of  the  Lβ  phase  present  in  POPE‐G2(0.002)  and  POPE‐G4(0.002) 
samples and pure POPE were similar at  8.7 ± 0.3 x 10‐4  Å bar ‐1 and 9.7 ± 0.6 x 10‐4  Å bar ‐1 
respectively  (Section  S6,  SM),  indicating  that  the  ‘pure’  gel  Lβ  phase  was  not  significantly 
affected by the dendrimers. A reduction in  ∆𝑑/∆𝑝  °  ((9.8 ± 0.3) x 10‐4   Å bar ‐1) of Lα‐den for 
POPE‐G2(0.02) compared to Lα of pure POPE ((14.9 ± 0.3) x 10‐4  Å bar ‐1) can be ascribed to 
increased  chain  ordering  due  to  interactions  between  dendrimers  and  lipid  tails  from 
dendrimer interdigitation into the fluid bilayer phase. The Lα and Lα‐den phases coexisted in both 
POPE‐G2(0.002)  and  POPE‐G4(0.002);  however,  the  Bragg  peaks  were  damped  at  higher 
temperatures so    ∆𝑑/∆𝑝  °  could not be calculated for Lα‐den  for these two samples (cf. 





x  10‐4    Å  bar  ‐1).  This  again  indicates  that  the  more  fluid  Lα  phase  was  affected  by  the 
intercalation of the dendrimers.  
Bulpett et al. [35] studied the effect of 14 nm hydrophobic and 10 nm hydrophilic silica NPs on 
DOPE  mesophases  and  found  a  smaller  ∆𝑑/∆𝑝   value  for  the  pure  DOPE  Lα  phase 
( ∆𝑑/∆𝑝  °  ~ 13 x 10‐4 Å bar ‐1) compared to the POPE Lα phase here ( ∆𝑑/∆𝑝  °  = (21±2) 
x 10‐4 Å bar ‐1, Figure 2). They also observed a slight decrease in  ∆𝑑/∆𝑝  of the Lα phase upon 
addition of  = 10‐6 hydrophobic NPs ( ∆𝑑/∆𝑝  °  ~ 11 x 10‐4 Å bar ‐1).  ∆𝑑/∆𝑝  was found 
to increase with increasing for the hydrophobic NPs but remained below that of the pure 
DOPE Lα. No obvious  trend was observed  for  the hydrophilic nanoparticles. However, upon 





were  located  at  phase boundaries  throughout  the  sample  to  reduce  the  interfacial  energy 
associated with defects in lipid packing. Although no swollen lamellar phases were observed, 
the reduction in  ∆𝑑/∆𝑝  °  is comparable to that observed in this work for the Lα‐den phase 
of POPE‐G2(0.02) compared to Lα of pure POPE.  





lower  splenic  accumulation  compared  to  stiffer  nanogel  NPs  which  would  improve  their 
therapeutic efficacy[70]. Furthermore  low generation, soft dendrimer‐like nanoparticles are 






the Q  vector.  It  is  found  to  vary  with  different  lamellar  phases  as well  as  pressure  p  and 

















Lβ  and  Lβ‐den  phases  decreased  and  remained  relatively  constant  with  pressure.  A  sharp 
decrease in the coherence length at p = 1200 bar for POPE‐G2(0.002) (Figure 6b) and p = 600 
bar for POPE‐G4(0.002) (Figure 6d) indicates an increase in disorder in the Lβ phase. The Lβ‐den 













that  the  interactions  of  membranes  with  nanoparticles  depend  upon  the  membrane 
composition  and  structural  features.  The  complexity  in  biological  membranes  therefore 
continues  to  pose  challenges  to  systematic  physicochemical  studies  elucidating  the 
mechanisms  of  how  nanoparticles  might  disrupt  the  membrane  structural  integrity.  It  is 
interesting  to  compare  the  L  values  of  the  lamellar  phases  here with  those  of  the  surface 
anchored DOPC multilayers  (stacked  bilayers)  reported  by  Sironi et  al.  that  bear  structural 






























they  coexisted  with  ‘pure’  POPE  lamellar  phases  at  low  dendrimer‐lipid  number  ratios. 
Furthermore, the lamellar swelling was dependent upon the phase (gel or fluid). Less swelling 
occurred for fluid phase lamellae, indicating a greater change in the morphology (deformation) 
of  dendrimers  interacting  with  the  fluid  phase,  consistent  with  the  findings  from  MD 
simulations[65, 66]. The internal hydrophobic regions of the dendrimers could be accessible to 
lipid  tails  upon  deformation,  whereas  the  cationic  charged  terminal  groups  would  favour 
interaction  with  the  slightly  negatively  charged  lipid  headgroups  at  pH  7.0  [73]  (our 







Figure  7.  (a)  Addition  of  G2  and  G4  dendrimers  to  POPE mesophases  resulted  in  swollen 
lamellar  phases  (Lα‐den  and  Lβ‐den)  with  increased  d‐spacing.  The  amount  of  swelling  was 
dependent on the dendrimer size and the lamellar phase (fluid or gel), with possible expulsion 
of the dendrimers at elevated pressures from the inter‐fluid bilayers space. (b) The coherence 
length  L  of  the  fluid  and  gel  lamellar  phases  decreased  with  the  addition  of  G4  and  G2 
dendrimers, indicating increased structural disorder. (c) The phase transition from Lα to mixed 
HII/Lα occurred  at  a  lower  temperature Tt  at  the  highest   of G2 dendrimers,  indicating  an 







ratio   at  the  same number  ratio ), which would  lead  to  a  smaller membrane  coverage, 
allowing contact points to form between adjacent lamellae, critical for HII phase formation. The 
greater surface coverage of G4 dendrimers may prevent inter‐lamellar contact, stabilising the 
Lα  phase.  Furthermore,  the  partial  insertion  of  the  charged  dendrimers  into  the  Lα  phase, 
indicated  by  reduced  swelling  compared  to  the  Lβ  phase,  could  result  in  inter‐lamellar 
repulsion. G4 dendrimers have 8 times as many terminal amine groups as G2, which could have 






The variation of  the mesophase  lattice parameter as a  function of pressure ∆𝑑/∆𝑝  was 
milder for the swollen lamellar phases (Lα‐den and Lβ‐den) compared to the ‘pure’ POPE lamellar 
phases (Lα and Lβ), with the swollen gel phase Lβ‐den d‐spacing changing the least with pressure. 
This  finding  further demonstrates  the difference  in dendrimer  intercalation or deformation 
with  the  lamellae  in  the  fluid or gel phases.  Increasing pressure  in  the Lα phase could have 
resulted in dendrimer expulsion from the bilayers as the POPE approaches the transition to the 
Lβ phase, resulting in a larger change of d‐spacing with pressure (cf.  Figure 7a). However, in 









competition  for  the  finite number of  lipids between  the  two phases  in  lower number  ratio 
systems ( = 0.002).  
Overall, these results show the importance of nanoparticle physicochemical properties (size, 
structure  and  concentration)  on  the  interactions  with  model  membranes,  and  how  these 
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